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ABSTRAKT 
 
Tato diplomová práce se zabývá způsoby určování životaschopnosti buněk a jejího 
měřením. V první části práce je stručný úvod do teorie životaschopnosti buněk, jsou 
popsány metody měření buněčné viability a typy fluorescenčních sond. Dále práce 
obsahuje stručný popis metod obrazového zpracování, je popsán fluorescenční mikroskop 
a použité filtry. V praktické části je popsán systém realizováný v grafickém 
programovacím prostředí LabVIEW pro vyhodnocení viability buněk, jsou vysvětleny 
funkce jednotlivých použitých bloků, program je ověřen na modelových datech.  
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ABSTRACT 
 
This master's thesis deals with the ways of cell viability determination and its 
measuring. The first part of this thesis has a brief introduction into the theory of cell 
viability, also the methods of cell viability measurement and different types of fluorescent 
probes are described. The thesis further includes a brief description of the image 
processing methods, as well as the fluorescent microscope and applied filters are described. 
In the practical part the system implemented at a graphical programming environment 
LabVIEW used for the cell viability evaluation is described, functions of applied units are 
explained. The program is checked on model data. 
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Úvod 
 
Tato diplomová práce se zabývá způsoby určování životaschopnosti buněk. 
Hlavním cílem je seznámení s různými metodami a přístrojovými systémy pro měření 
viability buněk a také s metodami použitelnými v buněčné mikroskopii, a realizace 
systému pro optické vyhodnocení viability buněk pod mikroskopem s možností roztřídění 
buněk v obraze v programovacím prostředí LabVIEW. Práce obsahuje stručný úvod do 
teorie životaschopnosti buněk, jsou popsány metody měření buněčné viability a typy 
fluorescenčních sond.  
Samotné buňky a jejich vnitřní struktury jsou průhledné a převážně bezbarvé. Při 
běžném pozorování v procházejícím světle je nevidíme s dostatečným kontrastem, neboť 
téměř neabsorbují procházející světlo. Tradičně se tento problém řeší nejrůznějším 
specifickým barvením. Mnohé z barvících postupů jsou založeny na chemických reakcích 
barviv s látkami uvnitř buněčných struktur. Kategorie molekul, které jsou schopné  
podstoupit elektronový přechod vedoucí nakonec k fluorescenci jsou známy jako 
fluorescenční barviva (fluorochromy). Fluorochromy, které jsou konjugované s většími 
makromolekulami (nukleové kyseliny, lipid, enzym, protein), se nazývají fluorofory. 
Fluorofory se dělí na vnitřní, které se vyskytují ve vzorku přirozeně a na vnější, které jsou 
přidávány ke vzorkům, které nemají vhodné fluorescenční vlastnosti. Vnější, neboli   
nevlastní fluorofory se používají mnohem více než vnitřní. Přidávají se ke studovanému  
vzorku a pokud se na něj váží kovalentně, nazývají se fluorescenční značky, pokud se váží  
nekovalentně jedná se o fluorescenční sondy. [12] Práce obsahuje popis experimentů 
provedených pomocí různých barviv na srdečních buňkách a pomocí fluorescenčního 
mikroskopu, je popsán jeho princip a jsou uvedena spektra použitých filtrů.    
 Praktická část práce se zabývá realizací systému pro vyhodnocení viability buněk. 
Tento systém je realizován v grafickém programovacím prostředí LabVIEW, jsou 
vysvětleny funkce jednotlivých použitých bloků, program je ověřen na modelových datech. 
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1  Viabilita buněk 
 
Životaschopnost (viabilita) buněk je jedním ze základních parametrů, které se 
posuzují při práci s buněčnými kulturami, je to parametr, kterým se měří celková aktivita 
buněčné populace. Testování životnosti a cytotoxicity je založeno na měření podílu živých 
a mrtvých buněk v populaci. [2] Vyhodnocení životaschopnosti buněk závisí na jedné nebo 
obou buněčných vlastnostech: (1) na neporušenosti membrány a (2) fyziologickém stavu 
buňky. [3] K určení životaschopnosti buněk se používají nejčastěji fluorescenční a 
kolorimetrické testy, další možností jsou testy využívající radionuklidy.  
Jednou ze skupin metod hodnocení viability je sledování životnosti buněk po 
působení barviv jak klasických, jako je například methylenová či trypanová modř, nebo 
fluorescenčních prób. [2] 
Metody vylučování barviva jsou založeny na skutečnosti, že pouze neporušené 
membrány jsou nepropustné pro velké nebo nabité molekuly. Neporušené membrány také 
udržují cytoplasmatický gradient ve vztahu k okolnímu prostředí a tím zadržují 
intracelulární koncentraci iontů a malých molekul. Tato poslední vlastnost také odráží 
fyziologický stav buňky, protože k udržení gradientu je potřeba energie. Proto jsou 
metody, které analyzují fyziologické vlastnosti buňky, závislé na neporušenosti membrány 
a indikují její stav. [3] 
Principem metody je selektivní propustnost plazmatické membrány živé buňky za 
předpokladu plně zachované membránové i funkční aktivity buňky. Methylenová modř 
prostupuje pouze do mrtvých buněk s narušenou strukturou plazmatické membrány a 
následně se uvnitř buněk hromadí. [2] Tyto jsou pak snadno identifikovatelné vizuálně 
přítomností modré barvy v jednoduchém optickém mikroskopu, nebo jasnou fluorescencí 
viditelnou fluorescenční mikroskopií nebo průtokovou cytometrií. [3] Živé buňky s 
intaktní plazmatickou membránou zůstávají nezbarvené, nebo jsou jen velmi slabě 
zbarvené, protože methylenová modř plazmatickou membránou neprochází.  
Dalším možným způsobem určování životnosti je detekce funkčního metabolismu 
buněk. V případě tohoto přístupu jde o zjišťování přítomnosti produktu metabolismu, který 
má jiné vlastnosti než substrát z něhož vzniká. Principem těchto testů je schopnost živé 
buňky metabolizovat substrát na derivát, který je možno následně detekovat či 
kvantifikovat například měřením fluorescence. [2] 
Při určování životaschopnosti by se nemělo zapomínat na samozřejmé metody. 
Mnoho informací může být získáno přímým pozorováním buněk mikroskopem. V mnoha 
případech, zjevně deformované nebo zduřelé buňky, nebo buňky, které ztratily lámavost v 
fázovém kontrastu představují vážný problém, který zabraňuje použití více 
propracovaných metod. V jiných případech mohou být morfologické změny velmi užitečné 
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pro následující fyziologické procesy. Například určité morfologické změny jsou typickou 
známkou apoptózy. V rostlinných buňkách jsou změny tvaru lehce rozpoznatelné a ztráta 
metabolicky řízených procesů jako cytoplazmatický tok mohou signalizovat ztrátu 
životaschopnosti. [3] 
 
Faktory, které je nutné považovat při výběru typu testování viability buněk:  
1) Z mnoha faktorů je pro mnoho výzkumných pracovníků primární věcí 
jednoduchost použití. Homogenní rozbory nevyžadují vyjmutí z kultivovacího média, mytí 
buněk nebo kroky centrifugace. Při výběru rozboru by měl být uvažován čas pro přípravu 
činidel i celkový čas nezbytný k obdržení signálu. Stabilita absorpce, fluorescence nebo 
luminiscence signálu je další důležitý faktor pro pohodlný a flexibilní záznam dat a 
minimalizaci rozdílů při zpracování velkého množství dávek. 
2) Další faktor je citlivost detekce. Jestliže k měření vybereme metabolický 
značkovač jako úroveň ATP nebo redukci MTS tetrazoliumu, citlivost detekce se bude 
měnit s typem buňky. Odstup signálu oproti pozadí může být zlepšen prodloužením 
inkubační doby. Citlivost nezávisí pouze na měřeném parametru, ale i na parametrech 
celého systému, např. tvaru misky nebo počtu použitých buněk v misce. Cytotoxické 
rozbory, které jsou navrženy pro detekci změny životaschopnosti buněk na vzorku např. 
10000 buněk, nepožadují zvlášť citlivou technologii analýzy. Například tetrazolium 
analýza by měla lehce detekovat rozdíl mezi 10000 a 8000 živými buňkami. Na druhé 
straně systémy rozborů, které používají malé množství buněk ve vzorku s vysokou 
hustotou mohou požadovat maximální citlivost detekce, jaká může být dosažena s 
technologií luminiscenční ATP analýzy. 
3) Výzkumní pracovníci používající automatizované třídění, mají často zájem o 
stabilitu činidel a kompatibilitu s robotickými komponenty. Činidla v rozboru musí být 
stabilní při teplotě okolí po adekvátní časovou periodu, aby se stihlo dokončit dávkování 
do několika misek. Navíc by měl být signál generovaný rozborem stabilní po časovou 
periodu, která by dovolila flexibilitu pro záznam dat. Například luminiscenční signál z 
analýzy ATP má poločas stability okolo 5-ti hodin, což poskytuje adekvátní flexibilitu. U 
ostatních metod, jako u MTS tetrazolium analýzy nebo u analýzy uvolňování LDH, může 
být signál stabilizován přídavnými stabilizátory. 
4) V některých případech výběr testu může záviset na dostupnosti přístrojových 
systémů pro měření extinkce, fluorescence nebo luminescence. Portfolio produktů Promega 
obsahuje volitelné formáty detekce pro každou ze tří hlavních skupin analýz buněk 
(životaschopnost, cytotoxicita a apoptóza). Výsledky z některých testů (např. ATP testy) 
mohou být zaznamenávány několika typy přístrojů (luminometr, fluorimeter nebo CCD 
kamera).  
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5) Cena je důležitý předpoklad pro každého výzkumníka, avšak mnohé faktory 
mající vliv na celkovou cenu probíhajícího rozboru jsou často přehlíženy. Všechny typy 
rozborů popsaných výše jsou homogenní a jako takové účinnější než rozbory s více kroky. 
Například, i když cena činidla pro ATP analýzu může být vyšší než ostatní analýzy, 
rychlost (úspora času), citlivost (úspora vzorků buněk) a přesnost mohou převážit 
počáteční vyšší náklady. Analýzy s dobrou citlivostí detekce, které jsou snadněji 
škálovatelné do formátu misek 384 nebo 1536, mohou ve výsledku ušetřit činidla pro 
pěstování buněk a umožnit testování velmi malých množství drahých nebo vzácných 
sloučenin. 
6) Schopnost shromažďovat více než jednu množinu dat z jednoho vzorku (tzv. 
multiplexing) může také přispět k úspoře času a úsilí. Multiplexing více než jednoho 
vzorku z jedné kultury buněk může poskytnout interní kontrolu a eliminovat potřebu 
opakování práce. Například analýza uvolňování LDH je příklad rozboru, který může být 
multiplexován. Analýza uvolňování LDH poskytuje možnost shromažďovat cytotoxická 
data z malého podílu kultury, která může být odejmuta do zvláštní rozborové misky a tím 
zůstávají původní vzorky k dispozici pro jakoukoli jinou analýzu jako například analýzu 
genů, obrazovou analýzu, atd. Některé z homogenních rozborů apoptózy a 
životaschopnosti buněk mohou být multiplexovány bez přenosu média, to dovoluje 
výzkumníkům analyzovat rozmanité parametry ve stejné misce se vzorky.  
7) Reprodukovatelnost je důležitým předpokladem při výběru komerčních rozborů. 
Pro většinu rozborů založených na buňkách jsou však odchylky mezi opakovanými 
měřeními na vzorcích způsobeny spíše samotnými buňkami než chemickým procesem 
rozboru. Použití buněčných řad, které mají sklon formovat shluky, místo suspenze 
jednotlivých buněk může také přispět ke zvětšení rozdílu mezi připravovanými vzorky 
buněk. Rozšířená inkubační doba a okrajové efekty ve vzorcích mohou také vést  ke 
snížené reprodukovatelnosti mezi opakovanými měřeními a nižším žádaným hodnotám Z 
faktoru. [4] 
 
Fluorescenční testy pro testování životnosti buněk, jejich proliferace a funkcí (včetně 
apoptózy, adheze buněk, chemotaxe, multidrug rezistence, endocytózy, sekrece a přenosu 
signálu) jsou mnohem citlivější než testy kolorimetrické a bezpečnější a levnější než testy 
využívající radionuklidy. 
Jako sondy životnosti buněk slouží:  
1) Fluorogenní substráty esteráz, které mohou pasivně pronikat do buněk a měří 
jednak zachování enzymatické aktivity buněčných esteráz, které je převádí na fluoreskující 
produkt, jednak membránovou integritu, která zajišťuje nitrobuněčnou retenci jejich 
fluoreskujících produktů. [5] Cytoplasmatické esterázy štěpí funkční skupiny od 
lipidorozpustných, nefluorescenčních sond k získání nabitého fluoreskujícího produktu, 
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který je držen uvnitř buňky, jestliže je membrána neporušená. Z tohoto důvodu jsou živé 
buňky jasné a mrtvé jsou matné a nefluorescenční. [3] Obecně se postupuje tak, že 
acetátový nebo acetoxymetylový ester vhodného fluoroforu se rozpustí v DMSO 
(dimetylsulfoxid) v koncentraci 1-10 mmol/l a poté se přidá k buňkám v konečné 
koncentraci 1-25 mol/l. Jednou z prvních sond pro toto použití byl fluorescein diacetát 
(FDA). [3] FDA je nepolární látka, která snadno prochází přes plazmatickou membránu. V 
živých buňkách je však metabolizována na vysoce polární fluorescein, pro který je už 
membrána nepropustná, a proto dochází k jeho hromadění uvnitř buňky. Fluorescein se 
navíc na rozdíl od FDA vyznačuje fluorescencí, kterou je možné detekovat. [2] Analyzovat 
buňky je důležité bezprostředně po inkubační době, protože FDA může z buněk unikat. [3] 
Fluorescence fluoresceinu je však značně závislá na pH. Excitační/emisní vlnová dálka 
záření pro fluorescein je 490/513 nm při pH 9. [2] Mezi nejlepší indikátory životnosti 
buněk patří calcein AM (díky vysokému záchytu v živých buňkách a silné fluorescenci). 
Dalšími vhodnými indikátory životnosti jsou např. 2',7'-bis-(2-karboxyetyl)-5-(a 6)- 
karboxyfluorescein, acetoxymetyl ester (BCECF, AM), karboxyeosin diacetát, 
karboxyfluorescein diacetát. 
2) Barviva pro nukleové kyseliny, která neprostupují membrány živých buněk a lze je 
proto použít pro detekci mrtvých buněk. Mezi takové indikátory patří např. ethidium 
bromid, ethidium homodimer-1, propidium jodid, SYTOX Green, cyaninová barviva, jako 
TOTO, a další. Používají se často v kombinaci s nitrobuněčnými substráty esteráz, 
membránově propustnými barvivy nukleových kyselin, sondami citlivými na membránový 
potenciál, sondami pro organely nebo indikátory propustnosti membrán.  
3) Sondy, které jsou aktivními buňkami oxidovány nebo redukovány a umožňují tak 
měřit redox potenciál buněk jako znak jejich životnosti; např. resazurin, tetrazoliové soli.  
4) Sondy citlivé na transmembránový potenciál, pH nebo Ca2+.  
V tabulce 1 jsou uvedeny vlastnosti fluorescenčních sond pro měření 
životnostaschopnosti buněk. 
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Tabulka 1: Fluorescenční sondy pro měření životnosti buněk  
 
Flourofor MW Rozpustné Vlastnosti v buňkách 
       [nm] 
(po reakcí, 
pH 9) 
Fluorescein 
diacetát (FDA) 
416,39 DMSO 
- slabě udržován v 
buňkách;  
- pH citlivá fluorescence;  
- nenákladný 
490/513 
Calcein AM 994,87 DMSO 
- velmi dobře udržován;  
- uvolňován při cytolýze;       
- fluorescence závislá na 
pH 
494/514 
BCECF AM  615 DMSO 
- velmi dobře udržován;  
- uvolňován při cytolýze;   
- fluorescence závislá na 
pH 
501/527 
Karboxy-
flourescein 
diacetát 
(CFDA) 
460,40 DMSO 
- středně dobře zadržován;   
- fluorescence závislá na 
pH 
492/518 
Karboxy-
flourescein 
diacetát, 
acetoxymetyl 
ester (CFDA, 
AM) 
532,46 DMSO 
-  snadnějí se dostává do 
buňek než CFDA;  
- středně dobře zadržován;   
- fluorescence závislá na 
pH 
492/518 
Chlorometyl 
SNARF-1, 
acetát 
499,95 DMSO 
- dobře zadržován reakcí s 
thioly;     
- neúplně uvolňován při 
cytolýze;   
- fluorescence 
dlouhovlnná a závislá  
na pH 
576/639 
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Apoptóza (programovaná buněčná smrt) je geneticky kontrolované odstraňování 
buněk během vývoje. Apoptóza je odlišná od nekrózy jak biochemickými, tak 
morfologickými změnami, které ji charakterizují. Fluorescenčně lze apoptózu testovat 
např.: 
- s použitím sond pro nukleové kyseliny  
- s použitím konjugátů annexinu V  
- měřením aktivity specifických proteáz  
- měřením změn mitochondrií, peroxidace lipidů, změn nitrobuněčného pH a iontů.  
Testování proliferace buněk je založeno na měření růstové rychlosti buněčné 
populace nebo na detekci dceřiných buněk v rostoucí populaci. Běžně neexistuje fluorofor, 
který by se specificky inkorporoval do buněk během dělení. Proliferační testy obvykle 
určují počet buněk z inkorporace [3H]-thymidinu nebo 5-bromo-2´-deoxyuridinu (BrdU, 
thymidinový analog). Fluorescenčně lze měřit např. změny v obsahu nukleových kyselin 
pomocí fluorescenčních sond nebo pomocí fluorescenčně značených protilátek (např. anti-
BrdU).  [5] 
Určování životaschopnosti buněk nachází své uplatnění když, například, je třeba 
vyloučit mrtvé buňky, které v důsledku nespecifických vazeb a absorpce fluorescenčních 
sond  generují artefakty. Navíc k jednoduchému spočítání přítomných živých a mrtvých 
buněk existuje celá řada biologicky významných cytometrických procedur, vztahujících se 
k fyziologickému stavu měřených buněk. Například, někdo může chtít změřit buněčnou 
chorobnost při apoptóze, přežití buněk v důsledku cytotoxicity, potenciál baktérií a řas k 
přežití environmentální poruchy a jejich růstu s obnovením normálních podmínek, nebo 
potenciál intracelulárních prvoků podrobovat se  cykly dělení jako část infekčního procesu. 
[3] 
Určování životaschopnosti buněk se také používá v kryobiologii. Kryobiologie  je 
obor zabývající se účinkem chladu a nízkých teplot na živé organismy, tkáně a buňky. Při 
zamrazení buněk na teplotu -5 ºC nezamrzá sice ještě voda uvnitř buněk, ale dochází ke 
ztrátám vody z buněk vlivem osmotických dějů. Voda v okolí buňky zamrzá, čímž se 
vytváří pro buňky nepříznivé hypertonické prostředí. Při zamrazení na -38 ºC zamrzá i 
voda uvnitř buněk. Vznikají  zde ledové krystaly, které ničí jemné struktury buňky. Aby se 
daly buňky a tkáně zamrazit a nedošlo k jejich poškození, je nutné je předem ošetřit 
kryoprotektory. Mezi nejčastěji používané kryoprotektory patří glycerol a DMSO 
(dimethyl sulfoxid), z dalších lze pak jmenovat ethylenglykol, propylenglykol, glukózu, 
sacharózu nebo prolin. Obecně jde o látky s nízkou teplotou bodu mrazu. Buňky jsou 
těmito látkami během kryoprezervace nasyceny, tím dochází k vytěsnění vody z buněk a 
buňky se stávají mrazuodolnými. Takto upravené buňky jsou uskladněny při velmi nízkých 
teplotách okolo -135 ºC až -196 ºC. Nevýhodou látek používaných jako kryoprezervanty je 
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jejich toxicita, proto je nutné kryoprezervanty po rozmražení opět odstranit a určit viabilitu 
buněk.   
Poznatků kryobiologie se využívá k uchovávání buněk v životaschopném stavu po 
dlouhou dobu. To je umožněno díky rychlému a hlubokému zmrazení buněk či malých 
kousků tkání. Takto lze uchovávat například spermie pro umělou inseminaci a vajíčka pro 
pozdější in vitro oplození, dále také jednoduché tkáně složené pouze z malého počtu 
buněčných typů, jako jsou například kostní štěpy, srdeční chlopně, rohovka, cévy či ranná 
embrya, aby došlo k rovnoměrnému promražení. Z tohoto důvodu nelze použít 
kryoprezervaci k uchovávání celých orgánů, ty lze udržovat v životaschopném stavu pouze 
několik hodin při teplotě okolo 0 ºC. Významná je kryoprezervace také pro konzervaci 
potravin.   [2] 
 
 
 
2  Způsoby měření viability buněk 
  
Jako způsoby měření viability buněk v této kapitole jsou posuzovány metody 
průtokové cytometrie a měření pomocí fluorimetru. 
 
2.1  Průtoková cytometrie        
 
Průtoková cytometrie je metoda, která umožňuje simultánní měření a analýzu 
fyzikálních-chemických vlastností buňky nebo jiných biologických částic (jader, 
chromozómů, apod.) během jejich průchodu laserovým paprskem. Je to rychlá, přesná a 
reprodukovatelná metoda, umožňuje současné měření několika parametrů až na 100 000 
buněk za 1 sekundu. Ve chvíli, kdy buňka tento paprsek kříží dochází k  lomu a rozptylu  
světla, který podle směru a úhlu lomu bývá označován jako přímý rozptyl - forward scatter 
(FSC) a boční rozptyl - side scatter (SSC). FSC je charakterizován lomem světla o malém 
úhlu (2o-13o) a je úměrný velikosti buňky. Úhel bočního rozptylu (SSC) je 900 a je 
indikátorem vnitřní buněčné struktury resp. granularity. Kromě parametrů lomu a rozptylu 
světla je detekována rovněž fluorescence procházejících buněk nebo částic. Fluorescenční 
barviva (fluorochromy) navázané na analyzované buňky nebo částice absorbují světlo 
určité vlnové délky vyzařované laserem a následně vyzařují (emitují) část takto 
absorbovaného světla avšak již o odlišné vlnové délce. V průtokové cytometrii se používají 
fluorochromy, které mají většinou stejné spektrum absorpční, ale jiné emisní. Průtokové 
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cytometry využívají jako světelného zdroje totiž nejčastěji argonový laser o excitační 
vlnové délce 488 nm. 
 
 
Obr.  1: Schéma průtokové cytometrie [6] 
 
Vlastní analytická zařízení se nazývají průtokové cytometry a skládají se ze 
systému fluidního, optického a elektronického. Pomocí fluidního systému (Obr. 2) jsou 
buňky obaleny pláštěm nosné tekutiny (PBS, komerční tekutiny jako FACSFlow, Bioton, 
Unisol) a pod tlakem hnány do speciálního prostoru (flow chamber), kde dochází  ke 
křížení dráhy paprsku monochromatického laseru procházejícího buňkou . 
 
 
Obr.  2: Fluidní systém průtokového cytometru [6] 
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Optický systém (Obr. 3) sestává z části excitační tvořené laserem a soustavou čoček 
a hranolů usměrňujících světelný paprsek a části sběrné. Sběrná část optiky se sestává 
z optických zrcadel a filtrů umožňujících detekci světelných kvant specifické vlnové délky 
příslušnými optickými detektory.  
 
 
Obr.  3: Optický systém průtokového cytometru [6] 
 
Systém elektronický pak převádí optický signál na elektrický a zároveň jej 
digitalizuje pro počítačovou analýzu. Data všech parametrů měřených na individuální  
buňce jsou shromážděna a uchována jako datový soubor, tzv. “list mode file”,  který je 
připraven k následné analýze. Zobrazení dat může být provedeno mnoha způsoby, 
nejčastější je tzv. “dot plot”, což je dvourozměrný graf, ve kterém je každá buňka 
zobrazena jako tečka. Výsledná data mohou být rovněž zobrazena v trojrozměrném 
izometrickém grafu nebo ve formě histogramu pro každý jednotlivý parametr. Výrazným 
přínosem této technologie je multiparametrická  analýza, která umožní výběr různých 
buněčných populací s různými vlastnostmi a jejich vzájemnou kombinaci.  
Průtokové cytometry jsou běžně vybaveny dvěma až třemi detektory, které měří 
světlo specifické vlnové délky emitované buňkou.  Nejčastějšími fluorochromy užívanými 
v průtokové cytometrii se společnou excitační vlnovou délkou 488 nm jsou fluorescein 
izothiokyanát (FITC), který emituje při 530 nm, phycoerytrin (PE) s emisí při 530 nm, 
peridin-chlorophyl (PerCP) s emisí při 675 nm, Phycoerythrin-Cy5 (PE-Cy5) s emisí při 
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667 nm nebo Texas red s emisí při 615 nm. Většina těchto fluorochromů bývá 
konjugována s různými protilátkami a užívána současně pro vícebarevnou analýzu.  
V současné době začíná počet fluorochromů a tudíž i parametrů v multiparametrové 
analýze výrazně stoupat, což vyžaduje přítomnost druhého event. dalších  světelných 
zdrojů odlišné excitační vlnové délky. Jako druhý laser je využíván především  helium-
neonový laser nebo laser-dioda o vlnové délce 663 nm. Z fluorochromů užívaných pro tyto 
aplikace můžeme zmínit např. Allophycocyanin (APC) s emisí při 660 nm, APC-Cy5 
s emisí při 767 nm a iododicarboxycyanin (Cy5) s emisí při 667 nm. Přístroje vybavené 
dalším světelným zdrojem umožňují čtyř, pěti a vícenásobnou barevnou analýzu a slouží 
zejména k identifikaci unikátních buněčných populací nebo simultánní detekci většího 
počtu buněčných znaků resp. charakteristik.  
Pro správné  nastavení neboli kalibraci přístroje se užívá speciálních mikrokuliček 
nesoucích na svém povrchu různé fluorochromy. Během procesu kalibrace dochází jednak 
k optimalizaci signálu parametrů lomu a rozptylu světla  a jednak kompenzaci jednotlivých 
fluorochromů. Řada fluorochromů užívaných v průtokové cytometrii se totiž ve svých 
emisních spektrech do určité míry překrývá. Pomocí speciálního nastavení optických filtrů 
lze a je zapotřebí vzájemný překryv těchto signálů výrazně eliminovat. 
Speciální aplikací průtokové cytometrie je buněčné třídění (cell sorting). Jedná se o 
kombinaci analytických postupů průtokové cytometrie se schopností třídit buňky na 
základě předem známých parametrů. Během procesu třídění jsou buňky emitující žádaný 
fluorecenční signál elektricky nabity ve vysokonapěťovém elektrickém poli mezi 
speciálními tzv. vychylovacími destičkami a poté tříděny do sběrných zkumavek. [7, 8] 
Klinické využití průtokové cytometrie:  
- Imunofenotypizace leukemií a lymfomů; 
- DNA analýza; 
- Funkční vyšetření leukocytů; 
- Stanovení intracelulárního vápníku; 
- Diagnostika defektů imunity; 
- Cytometrické vyšetření solidních nádorů; 
- Diagnostika a monitorování autoimunních chorob; 
- Transplantační imunologie. [6] 
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2.2  Měření pomocí fluorimetru   
 
  Měření pomocí fluorimetru se používá v metodě CellTiter-Glo® Luminescent Cell 
Viability Assay. Je to homogenní metoda určující počet životaschopných buněk v 
populaci. Detekce je založená na využití reakce luciferasy pro měření počtu ATP ze 
životaschopných buněk. Počet ATP v buňkách je spojen s viabilitou buněk. Během 
několika minut po ztrátě integrity membrán, buňky ztrácejí schopnost syntetizovat ATP a 
endogenní ATPasy zničí všechny zbývající ATP. Takto úroveň ATP klesá strmě. 
CellTiter-Glo
®
 Reagent lyzuje membrány buněk a uvolňuje ATP; inhibuje endogenní 
ATPasy; zajišťuje luciferin, luciferasu a jiné činidla nutné pro měření ATP s využitím 
bioluminiscenční reakce. 
 Signál může být registrován luminometrem, CCD kamerou nebo modifikovaným 
fluorimetrem. Má poločas rozpadu kolem 5 hodin. Signál je konzistentní ve velkých sériích 
misek. CellTiter-Glo
®
 Assay je velice citlivý, může detekovat 10 buněk. Luminiscenční 
signal může být detekován za 10 minut po přidávání činidla, nebo za několik hodin, co 
zajišťuje flexibilitu pro zpracování sérií. 
  Na obrázku 4 je uveden diagram protokolu CellTiter-Glo® Luminescent Cell 
Viability Assay. 
 
 
Obr.  4: Schematický diagram protokolu CellTiter-Glo® Luminescent Cell  
Viability Assay [4] 
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Nutné materiály: 
- CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay; 
- Neprůhledné misky vhodné pro buněčnou populaci; 
- Mnohokanálová pipeta 
- Mixér; 
- Luminometr, CCD kamera nebo fluorimetr; 
- ATP.    [4] 
 
 
 
 
3  Metody měření viability buněk 
 
 V této kapitole jsou popsány tři metody měření viability buněk, a to barvení 
trypanovou modří, Calceinem a pomocí dvoubarevného zvýraznění LIVE⁄DEAD® 
Viability/Cytotoxicity Kitem od Invitrogenu. 
 
 
3.1  Trypanová modř 
 
Hodnocení životaschopnosti buněk může být provedeno pomocí mikroskopu, s 
použitím barviv, která označují mrtvé buňky vyloučením barviva. Jedním z 
nejpoužívanějších barviv je trypanová modř. Živé buňky mají nepoškozené membrány a 
nevpouštějí barvivo, mrtvé buňky jsou jim označeny a jsou viditelné kontrastní světelnou 
optikou. Vyloučení trypanové modři je vhodné nejen jako způsob hodnocení funkční 
integrity, ale také je široce užíváno jako objektivní metoda pro určení počtu živých buněk  
před  jejich použitím. [3] 
Po smísení buněčné suspenze s roztokem tohoto barviva proto živé buňky zůstávají 
světlé, zatímco mrtvé se obarví na modro. [9] Procedura je velmi přímočará, ale fázově 
kontrastní optika může pomoci v identifikaci živých buněk, které se neobarví trypanovou 
modří. Mrtvé buňky jsou fázově nevýrazné, živé buňky se při fázové kontrastní 
mikroskopii jeví jako zbarvené a jasné. [3] 
Obecným postupem je, že k 0,5 ml dobře promíchané buněčné suspenze se přidá  
0,5 ml roztoku trypanové modři, po 5 až 15 minutách se suspenze dobře promíchá. Pod 
světelným mikroskopem se při nejmenším zvětšení počítají zvlášť živé (bezbarvé) a mrtvé 
(modré) buňky. Počítá se nejprve 5 čtverců (4 rohové a středový) 1 × 1 mm v jedné 
polovině komůrky. Je-li celkový počet buněk menší než 100, počítají se buňky i v dalších 5 
čtvercích ve druhé polovině komůrky. Za hranici čtverce se považuje prostřední linka z 
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trojité čáry. Z buněk, které leží na okraji čtverce, se počítají ty, které se i jen dotýkají 
levého nebo horního okraje, a naopak se nepočítají buňky, které se i jen dotýkají pravého 
nebo dolního okraje. 
Počet buněk se vypočítá podle vzorce    
        
   
   kde:  
- P je počet buněk na 1 ml suspense; 
- N je celkový počet buněk; 
- D = 2 (ředění suspenze); 
- H = 0,1 (hloubka komůrky v mm); 
- S je počet čtverců. 
Vypočítá se podíl živých buněk v procentech. [9] 
 Po obarvení je potřeba buňky analyzovat během 5 minut. Později se některé živé 
buňky mohou stát propustné a také se zabarvit, a jevit se potom jako falešné mrtvé buňky. 
[3] 
 
 
3.2  Calcein 
 
Calcein AM je barvivo pronikající do buňky, které může být použito k určení 
životaschopnosti většiny eukaryotických buněk. V živých buňkách je nefluoreskující 
calcein AM přeměněn na zeleně fluoreskující calcein po té, co acetoxymethyl ester 
hydrolizuje prostřednictvím intracelulárních esteráz. Jeho excitační vlnová délka je 495 
nm, emisní vlnová délka je 515 nm. Je použit jako komplexometrický indikátor pro titraci 
vápníkových iontů s EDTA a pro fluorometrické určení vápníku. Calcein AM má formu  
oranžových krystalků. 
Calcein AM je používán v biologii díky tomu, že může být transportován přes 
buněčnou membránu do živých buněk, což jej dělá vhodným pro testování 
životaschopnosti buněk a krátkodobé označování buněk. Po transportu do buňky 
vnitrobuněčné esterázy odstraní skupiny acetomethoxydů, molekuly zůstanou uvězněny 
uvnitř a to způsobí silnou zelenou fluorescenci. Mrtvé buňky neobsahují aktivní esterázy a 
proto jsou označeny pouze živé buňky. 
Calcein AM je také používán k detekci interakcí drog s proteiny odolnými drogám 
v nedotčených buňkách, může být použit jako model pro interakci mezi drogami, pro 
třídění transportních substrátů a inhibitorů. Také může určit in vitro odolnost buněk proti 
drogám, včetně vzorků od pacientů. [10] 
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3.3  Kit od Invitrogenu 
 
LIVE⁄DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit slouží pro rychlý a snadný rozbor pro 
určení životaschopnosti buněk v populaci pomocí dvoubarevného zvýraznění, založený na 
simultánním zjištění živých a mrtvých buněk pomocí dvou sond, měřicích parametry 
životaschopnosti buňek – aktivitu vnitrobuněčné esterázy a integritu plazmatické 
membrány. Souprava může být použita v průtokové cytometrii, fluorescenční mikroskopii 
a s fluorescenčními mikroplátkovými čtečkami. [11] 
Výhody proti alternativním metodám: 
- Rychlost; 
- Bezpečnost a účinnost; 
- Jednoduchost. Činidla jsou současně přidávána do buněčné suspenze, která je 
potom inkubována 30 - 45 minut.Před analýzou není požadováno žádné čištění; 
- Větší citlivost. LIVE⁄DEAD® Viability⁄Cytotoxicity Kit je citlivější než metoda 
trypanové podře, běžně užívaná pro rozlišení živých a mrtvých buněk. Cenově efektivní 
LIVE⁄DEAD® Viability⁄Cytotoxicity Kit je vysoce citlivý díky jasné fluorescenci obou 
barviv pro interakci bud' s živými (calcein-AM) nebo s mrtvými (ethidium homodimer-1) 
buňkami. Úrovně na pozadí jsou nízké díky tomu, že obě barviva nejsou prakticky 
fluoreskující před interakcí s buňkami; 
- Levnejší; 
- Snadná použitelnost s širokou škálou metod a typem buněk. Všudypřítomná 
vnitrobuněční aktivita esterázy a neporušenost plazmatické membrány jsou odlišující 
charakteristiky živých buněk od mrtvých. LIVE⁄DEAD® Viability⁄Cytotoxicity Kit rychle 
rozliší živé buňky od mrtvých současným zbarvováním zeleně fluorescenčním Calcein-
AM k indikaci vnitrobuněční aktivity esterázy a červeně fluorescenčním ethidium 
homodimer-1 k indikaci ztráty celistvosti plazmatické membrány. Tuto metodu je možné 
přizpůsobit na většinu eukaryotických buněk, kde cytotoxické podmínky produkují tyto 
buněčné efekty. Tento rozbor je použitelný s různými fluorescenčně-detekčními metodami; 
- Všestrannost. LIVE/DEAD® viability/cytotoxicity rozbor je kompatibilní s 
adherentními buňkami jako astrocypty, s neadherentními buňkami a s určitými tkáněmi. 
Výsledky mohou být analyzovány fluorescenční mikroskopií s použitím standartních 
fluorescenčních sad filtrů, stejně jako průtokovou cytometrií nebo fluorometrií. 
Fluorescenční emise dvou sond jsou snadno rozlišitelné. Metoda je dostupná pro širokou 
škálu aplikací. Invitrogen LIVE⁄DEAD® Viability Assays je nabízen pro buňky savců, 
bakterie, kvasinky a plísně, pro použití na vnitrobuněčné zbarvení pro průtokovou 
cytometrii. Všechny LIVE⁄DEAD® Assays rozbory poskytují rychlé pozitivní rozlišení 
mezi životaschopnými a mrtvými buňkami; 
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- Jednoduchá kvantifikovatelnost. Měření průtokovou cytometrií poskytuje pouze 
dvě populace, pouze ojediněle se mohou objevit dvojitě zbarvené buňky. Hromadné 
rozbory mohou být udělány pomocí fluorescenční mikroplátkové čtečky nebo flourometru; 
- Vhodnost pro vysoce výkonné třídění. Jednoduchost, spolehlivost a nízká cena 
LIVE/DEAD
®
 Viability/Cytotoxicity Kitu z něho dělá ekonomickou cestu pro vysoce 
výkonné třídění cytotoxických činidel. [11, 12] 
Optimálně vhodné barviva jsou Calcein AM a Ethidium homodimer (EthD-1). 
Tento způsob se hodí pro práci s fluorescenčními mikroskopy nebo fluorescenčními 
plochými skenery; snadno se adaptují na použití jiných fluorescenčních systémů detekcí.  
  
Princip metody  
Živé buňky se liší aktivitou vnitrobuněčné esterázy, zjištěné enzymatickou konverzí 
nefluorescenčního Calceinu AM, pronikajícího dovnitř buněk, do intenzivně 
fluorescenčního Calceinu. Calcein se dobře udržuje uvnitř živých buněk, kde vytváří 
intenzivní rovnoměrnou zelenou flourescenci (ex/em ~495 nm/~515 nm).  
 EthD-1 proniká do buněk s poškozenými membránami, váže se do nukleových 
kyselin, přitom probíhá zvýšování flourescence a vytváří výraznou červenou flourescenci 
v mrtvých buňkách (ex/em ~495 nm/~635 nm).  
 Zjišťování životaschopnosti buněk závisí na fyzických a biochemických 
vlastnostech buněk. Cytotoxicita může být hodnocena tímto způsobem nepřesně. Úroveň 
flourescence na pozadí je u této metody nízká, protože barviva jsou do interakce s buňkami 
neflourescenční. 
 
Uschování a přenos reagentů  
Reagenty se musí uschovat hermeticky uzavřené, suché, chráněné proti světlu a 
zmrazené za teploty ≤ –20 ˚C. Reagenty se musí ohřát na pokojovou teplotu, pak se zlehka 
centrifugují před otevřením. Před znovuzmrazením je potřeba důkladně uzavřít všechen 
roztok. Při navlhnutí je Calcein AM náchylný k hydrolýze. Vodní pracovní roztoky, 
obsahující Calcein AM, musí být připraveny přímo před použitím a musí být použity 
během 1 dne. EthD-1 je stabilní a necitlivý na vlhkost. Zásobní roztoky EthD-1 v 
DMSO/H2O nebo jiných vodních prostředích mohou být uschovány zmrazené při t ≤ –20 
°C nejméně jeden rok.  
 
Příprava buněk  
Buňky mohou být kultivovány na sterilním krycím sklíčku (např. fibroblasty se 
zpravidla kultivují na krycím sklíčku během 2-3 dní dokud není dosaženo vhodné hustoty 
buněk). Buňky mohou být kultivovány v 35 mm miskách Petriho nebo jiných vhodných 
miskách. Před experimentem je potřeba buňky promýt, aby se odstranila nebo snížila 
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aktivita esterázového sérumu, který může způsobit vzrůst extracelulární fluorescence 
hydrolýzou Calceina AM. 
Určení optimální koncentrace barviva.  
Nejlepší výsledky se dosahují nastavením koncentrace barviva, aby bylo dosaženo 
zřetelné označení živých buněk Calceinem AM  a mrtvých buněk EhtD-1. Optimální 
koncentrace závisí na typu buňky. Obecně je nejlepší použít co nejnižší koncentraci 
barviva, která nám dá dostatečný signál. [13] 
 
 
 
4  Flourescenční mikroskopie 
  
 Na obrázku 5 je ukázáno schéma měření pomocí fluorescenčního mikroskopu. 
 
Kalibrace+Barvení
Zpracování 
obrazu na PC
Snímání 
flourescence 
EMCCD kamerou
 
Obr.  5: Základní blokové schéma měření 
  
 
Experimenty se provádí pomocí fluorescenčního mikroskopu Olympus IX-71. 
 
Na obrázku 6 je ukázáno schéma fluorescenčního mikroskopu. Mikroskop má dva 
zdroje světla. Prvním zdrojem světla je halogenová lampa. Druhým zdrojem světla je 
rtuťová nebo xenonová výbojka. Každý z těchto zdrojů světla má různé využití. 
Halogenové lampy se využívá při klasické mikroskopii pro osvětlení zkoumaného vzorku. 
Rtuťová a xenonová výbojka slouží jako zdroj excitačního světla pro fluorescenční 
mikroskopii. Obraz vzorku může být poté zpracováván několika způsoby. Můžeme ho 
sledovat přímo očnicemi. U fluorescenční mikroskopie je signál zpracován přímo 
v mikroskopu a dále je upravován počítačem.  
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Na obrázku 7 můžeme vidět směr průchodu světelného paprsku, kterým excitujeme 
vzorek. Paprsek nejdříve prochází excitačním filtrem, který nám vymezí excitační vlnové 
délky. Světlo o této excitační vlnové délce dále prochází přes dichroické zrcadlo (filtr), od 
kterého se odráží a míří přímo na zkoumaný vzorek. Vzorek je světlem excitován a začne 
vyzařovat světlo jiné vlnové délky. Toto světlo zpětně prochází přes polopropustný 
dichroický filtr a míří na emisní filtr. Emisní filtr vymezí námi požadované vlnové délky. 
Takto vyfiltrované světlo poté míří optickými cestami k různým výstupům (CCD čip, 
očnice). [14] 
 
 
 
 
Obr.  6: Schéma fluorescenčního mikroskopu [14] 
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Dříve místo dichroického filtru se používalo polopropustné zrcadlo (obr. 8 nahoře), 
které polovinu světla propouští a polovinu odráží, bez ohledu na to, o jaké světlo jde. 
Pochopitelně, že u tohoto zrcadla docházelo k velkým ztrátám světla, a proto se začalo 
používat tzv. dichroické zrcadlo (obr. 8 dole). To propouští a odráží světlo podle toho, 
jakou má vlnovou délku. Používá se tedy vždy takový typ zrcadla, který maximum 
excitačního světla odráží a maximum emisního světa propouští. Vhodná kombinace 
dichroického zrcadla, excitačního a emisního filtru pro použitý druh fluorochromu se do 
fluorescenčního mikroskopu se vkládá pohromadě jako tzv. kostka, jejíž dvě stěny jsou 
tvořeny filtry a úhlopříčka dichroickým zrcadlem. Kostky jsou umístěny na výměníku a je 
možné je vyměňovat podle potřeby. [15] 
 
 
Obr.  8: Polopropustné zrcadlo (nahoře), dichroické zrcadlo (dole) [15] 
Obr.  7: Schéma průchodu paprsku přes použité filtry [14] 
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S mikroskopem používáme následující filtry: 
1. Filtr MF475-35 (excitační filtr): 
 
 
Obr.  9: Spektrum excitačního filtru MF475-35 [14] 
Na grafu můžeme vidět, že filtr propouští vlnové délky v rozmezí 450-500 nm. 
 
 
2. Filtr MD498 (dichroický filtr):     
 
 
Obr.  10: Spektrum dichroického filtru MD498 [14] 
 
Na grafu můžeme vidět, že filtr propouští vlnové délky v rozmezí 500-600 nm. 
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 Na stránkách Invitrogen si můžeme vygenerovat rozložení spekter fluorescenčních  
barviv (viz. [16]). Zvolíme barviva Calcein (zelená křívka) a Ethidium homodimer-1 
(modrá křívka), zadáme excitační filtr (475/35). Ve výsledku můžeme vidět ty části spekter 
barviv, které propouští excitační filtr MF475-35, viz. obr. 11. 
 
 
Obr.  11: Rozložení spekter fluorescenčních barviv [16] 
 
 
 
 
 
5  Metody obrazového zpracování 
 
Zpracování obrazu je jednou z významných součástí v současnosti velmi bouřlivě 
se rozvíjející vědní disciplíny s názvem „počítačové vidění“, jejíž kořeny se nacházejív 
oblasti televizní techniky, kybernetiky, výpočetní techniky, ale rovněž v oblasti optiky či 
obecně fyziky, a která ve značné mířevyužívá matematických a numerických metod. [17]  
Předmětem zpracování a případného rozpoznávání obrazu je obrazová informace o 
reálném světě, která do počítače vstupuje nejčastěji televizní či jinou kamerou. Cílem je 
porozumění obsahu obrazu. Postup zpracování a rozpoznávání obrazu reálného světa lze 
obvykle rozložit do několika základních kroků: 
- Snímaní a digitalizace obrazu, 
- Předzpracování obrazu, 
- Segmentace obrazu, 
- Porozumění obsahu obrazu. 
Prvním krokem zpracování obrazu je snímání a digitalizace obrazu. Získaný obraz 
je v číselné formě uložen do počítače. Vstupní informací může být jas (z kamery, 
scanneru), nebo několik spektrálních složek (nejčastěji červená, zelená a modrá) při 
barevném snímání. Digitalizací se převádí vstupní analogový signál do diskrétního tvaru. 
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Vstupní signál je popsán funkcí f(x,y) dvou proměnných - souřadnic v obraze. Funkční 
hodnota odpovídá např. jasu. Vstupní signál je vzorkován a kvantován. Výsledkem je 
matice čísel popisujících obraz - digitální obraz. Jednomu prvku matice se říká obrazový 
element, nebo-li pixel. 
Druhým základním krokem je předzpracování obrazu. Cílem předzpracování je 
potlačit šum a zkreslení vzniklé při digitalizaci a přenosu obrazu. Jindy se předzpracování 
snaží zvýraznit určité rysy obrazu podstatné pro další zpracování. Příkladem může být 
hledání hran. 
Třetím a asi nejtěžším krokem postupu zpracování je segmentace, která dovolí v 
obraze rozlišit jednotlivé objekty. Za objekty lze považovat ty části obrazu, které nás z 
hlediska dalšího zpracování zajímají. 
Kvalitní segmentace je klíčovým krokem pro porozumění obsahu obrazu a většinu 
vyšších metod zpracování obrazu. Typickými problémy jsou detekce a rozpoznávání 
objektů v obraze, tvorba modelů objektů v obraze a další.  
Obecná definice segmentace říká, že je to proces dělení obrazu do částí, které 
korespondují s konkrétními objekty v obraze. Jinými slovy, každému obrazovému pixelu je 
přiřazen index segmentu vyjadřující určitý objekt v obraze. Segmentace je jeden z 
nejdůležitějších kroků analýzy obrazu. Informaci o rozdělení obrazu do jednotlivých 
segmentů využívají vyšší algoritmy zpracování obrazu. Snaží se porozumět obsahu obrazu. 
Konkrétním úkolem může být detekce přítomnosti příslušného objektu nebo nalezení a 
klasifikace objektů v obraze. [18] Segmentace je nejčastěji založena na detekci kontur 
(hran) ohraničujících jednotlivé objekty nebo na detekci celých oblastí, kterými jsou 
jednotlivé objekty v obraze reprezentovány. [19] 
Podle přístupu dělíme segmentační algoritmy na: 
- Metody vycházející z detekce hran (angl. edge-based) - Metody orientované na 
detekci významných hran v obraze. Lokální hrany jsou detekovány pomocí 
hranových detektorů na základě rozdílu hodnot okolních pixelů. Hranový 
detektor je algoritmus, který produkuje množinu hran (bodů, pixelů, nebo 
fragmentů) v obraze.  
- Metody orientované na regiony v obraze (region-based) - principiálně jsou 
stejné jako edge-based metody. Pokud lze identifikovat hrany, měly by 
teoreticky ohraničovat regiony nalezené region-based segmentací. Kontury 
regionů však mohou být porušené, nemusí ohraničovat celý region. Ani v 
opačném případě není zaručeno, že hranice regionů nalezené edge-based 
metodou budou stejné jako ty nalezené region-based metodou.  
- Statistické metody - v tomto případě je základem segmentace statistická analýza 
obrazových dat, nejčastěji hodnot pixelů. Strukturní informace je obvykle 
zanedbávána. 
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- Hybridní metody - některé segmentační techniky je těžké zařadit do jedné z 
předchozích tří kategorií, protože obsahují prvky každé z nich. Mluvíme tedy o 
tzv. hybridních metodách. Mezi hybridní řadíme také metody založené na 
matematické morfologii. Jedná se o skupinu metod, která pro segmentaci 
využívá matematických charakteristik obrazu, např. průběh gradientu. 
- Znalostní (knowledge-based) metody - Znalost vlastností segmentovaných 
objektů (tvar, barva, struktura, apod.) mohou segmentaci značně ulehčit. 
Metody patřící do této kategorie využívají atlas předloh či modelů 
segmentovaných objektů. Atlas je generován automaticky ze souboru 
trénovacích dat, nebo jsou do něj informace vloženy ručně, na základě lidské 
zkušenosti. [18] 
 
Detekce hran 
Detekce hran je jednou z nejdůležitějších oblastí nižší úrovně zpracování obrazu i 
přes to, že v reálných scénách je to složitý a dosud nevyřešený problém. Hranami 
rozumíme body obrazu, u kterých se hodnota jasu prudce mění. Hranu můžeme chápat 
jako vlastnost obrazového bodu započteného jako funkci obrazu v okolí tohoto bodu. 
Hrana je pak reprezentovaná velikostí a směrem. [18] Významným problémem v analýze 
obrazů je nalezení hran a celých hranic. Při řešení se často postupuje tak, že se nejprve 
naleznou jednotlivé body hran. Za bod hrany se nejčastěji považuje místo, kde průběh jasu 
vykazuje náhlou změnu, případně inflexní bod. Po nalezení jsou jednotlivé nalezené body 
hran spojovány různými technikami do hran a celých hranic. [19] 
Změny či přerušení v jasu obrazu jsou jedny z nejzákladnějších charakteristik 
obrazu, protože naznačují fyzické rozmístění objektů v obraze. Lokální změny jasu obrazu 
z jedné úrovně na jinou se nazývají jasové hrany a globální změny pak jasové hraniční 
segmenty.   
 Základní metody detekce hran se dají rozdělit do dvou hlavních skupin. Metody 
využívající první derivaci nebo druhou derivaci. Při použití první derivace je výsledný 
hranový gradient je porovnán s prahem, který určuje, jedná-li se o hrany či nikoli. U metod 
druhé derivace je výskyt hrany detekován, je-li prostorová změna v polaritě druhé derivace 
dostatečně významná.  
 První derivaci diskrétního obrazu získáme jako rozdíl okolních pixelů obrazu.  
Bereme sousední pixely zleva doprava, resp. shora dolů. Výsledný gradient pak vypočteme 
jako: 
               
         
 . 
Orientaci gradientu v obraze vzhledem k řádkům určíme jako: 
             
       
       
. 
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K výpočtu gradientu můžeme přistupovat jako ke konvolučnímu filtrování signálu 
(obrazu). Jednotlivé hranové detektory se pak liší jádrem konvolučního filtru. Jádro filtru 
udává, které body se pro výpočet gradientu použijí a jaké budou mít váhy. 
Další množinou hranových filtrů jsou detektory s váhovací funkcí Gaussovského 
tvaru. Níže jsou uvedeny definice filtrů pomocí Gaussovské funkce se střední odchylkou 
G(x,s) pro řádky, pro sloupce jsou vzorce podobné. 
         
                          
                         
  
                                       
Výsledná odezva gradientních operátorů se pak získá složením řádkových a 
sloupcových operátorů pomocí konvoluce: 
                      . 
Výsledný gradientní obraz se často dále zpracovává například morfologickými 
operátory pro ztenčení hran či jejich skeletonizaci. Nevýhodou uvedených operátorů je 
velká závislost na velikosti objektu v obraze a citlivost na šum. 
Při použití druhé derivace se používá detekce průchodu nulou. Laplacian je jedním 
z operátorů využívající druhou derivaci a má stejné vlastnosti ve všech směrech, díky 
čemuž je invariantní vůči rotaci: 
         
        
   
 
        
   
. [18] 
Hrany v obraze nalezneme analýzou výsledku poskytnutého Laplaceovým 
operátorem. Za hranu považujeme místo, kde mezi dvěma dostatečně velikými a 
dostatečně blízko položenými extrémy opačného znaménka výsledek poskytnutý 
operátorem mění znaménko. [19] Nevýhodou Laplaciánu je dvojitá odezva na některé 
hrany v obraze. Další nevýhodou metod druhé derivace detekující průchod nulou je příliš 
velké vyhlazení obrazu, ztráta ostrých rohů, a sklon vytvářet uzavřené smyčky hran. [18] 
 
Prahování 
Prahování je nejjednodušší metodou detekce celých oblastí v obraze. V 
nekomplikovaných případech se při tom ale současně jedná o metodu rychlou a 
spolehlivou. Výsledkem prahování je binární obraz, v němž je bodům (pixelům) 
nalezených oblastí obvykle přiřazena hodnota 1, zatímco zbývajícím bodům (bodům 
pozadí) je přiřazena hodnota 0. Při prahování se vychází z předpokladu, že body hledaných 
oblastí mají stejný nebo dosti podobný jas. Jedna z možných realizací prahování spočívá v 
tom, že pixel je označen jako bod oblasti, jestliže jeho jas padne do interval ⟨ ,  ⟩. Velmi 
často je v rozhodovacím kriteriu použita pouze jediná hodnota T - tzv. práh. Body, jejichž 
jas je vyšší než hodnota prahu, jsou detekovány jako body hledaných oblastí a body, 
jejichž jas je nižší, jsou detekovány jako body pozadí (případně naopak).  [20] Histogram 
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obsahuje informace o počtu pixelů v obraze s konkrétní hodnotou šedi. Analýzou takového 
histogramu získáme práh T, resp. množinu prahů T1,T2,...Tn pomocí kterých pak můžeme 
obraz rozdělit na poddoblasti: 
        
          
       
   , resp. 
         
                 
       
   . 
Nevýhodou histogramů je, že neobsahují prostorové informace o pixelech, takže 
obraz složený ze dvou obdélníků, bílého a černého, bude mít stejný histogram jako obraz 
složený s náhodně roztroušenými černými a bílými tečkami. [18] 
 
Matematická morfologie 
Základními operacemi matematické morfologie jsou eroze a dilatace, nejsou 
invertovatelné. [19, 20] Eroze se používá ke zjednodušení struktury (rozložení objektu na 
jednodušší cásti). [20] Výsledek eroze může být ekvivalentně vyjádřen jako průnik 
navzájem posunutých X (když označíme vektor vedoucí z počátku masky do jednoho z 
aktivních prvků jako h a vstupní množinu posunutou o –h jako  X-h), 
            
   
  
Binární eroze, jak jméno napovídá, rozrušuje vstupní množinu – některé okrajové 
pixely jsou nastaveny do nuly a tím se redukuje velikost množiny. Tato změna je nevratná, 
protože malé objekty a tenké výstupky, ve kterých nemohly být umístěny strukturní 
elementy, jsou kompletně odstraněny. Takto může eroze způsobit potlačení šumu a (někdy 
nežádané) přerušení objektů za cenu zmenšování hranic objektu. 
Eroze je invariantní k prahové dekompozici a k posunu; je to  zvětšující operace a 
je duální ke komplementaci. Důležitá praktická vlastnost eroze je, že dvojice erozí může 
být nahrazena jedinou erozí, která má masku rozšířenou dilatací, 
                      
     
Naopak eroze s velkou maskou může být rozložena do řetězce erozí s menšími 
maskami, když velká maska je vyjádřena jako           [21] 
Na obrázku 12 je ukázán příklad postupného erodování. 
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Obr.  12: Příklad postupného erodování [22] 
 
Dilatace se používá k zaplnení malých der a úzkých zálivu v objektech. Zvetší 
puvodní velikost objektu. [19] Výsledek dilatace může být ekvivalentně vyjádřen jako 
sjednocení vzájemně posunutých verzí X, 
             
   
 
Dilatace rozšiřuje vstupní množinu – některé původně nulové pixely (pozadí) v 
okrajích objektu (obvykle pruhy po obvodu) jsou nastaveny a tím zvětšují velikost. Kvůli 
nelinearitě je tato změna nevratná, protože malé díry a úzké mezery (které nemohou 
obsahovat strukturní elementy bez jednoho nebo více protnutí elementu s množinou 
obrázku) byly změněny na nastavené pixely. Proto může být dilatace použita pro potlačení 
šumu na pozadí, vyplnění malých děr a může způsobit spojování (i třeba nechtěné) 
nespojených objektů za cenu zvětšení hranic objektu. 
Stejně jako eroze je dilatace invariantní k prahové dekompozici a k posunu; je to 
zvětšující operace a je duální ke komplementaci. 
Dilatace má podobnou důležitou praktickou vlastnost jako eroze: dvojice dilatací 
může být nahrazena jedinou dilatací , která má masku rozšířenou dilatací, 
                      
     
Tudíž dilatace s velkou maskou může být také rozložena do řetězce dilatací s 
menšími maskami, když velká maska je vyjádřena jako          [20] 
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6  Praktická část 
  
Praktická část obsahuje popis provedených experimentů, návrh programu 
vyhodnocujícího viabilitu buněk a popis jednotlivých použitých bloků. Experimentální část 
byla provedena v laboratoři Ústavu biomedicínského inženýrsví na srdečních buňkách. 
Byly použity tři metody měření, a to barvení trypanovou modří, Calceinem a pomocí 
dvoubarevného zvýraznění LIVE⁄DEAD® Viability/Cytotoxicity Kitem od Invitrogenu. 
Pomocí flourescenčního mikroskopu Olympus IX-71 a fotoaparátu byli získany snímky, 
které se dál zpracují v navrženém programu. Tento programu je vytvořen v grafickém 
programovacím prostředí LabVIEW, k realizaci jsou využity hlavně programovací bloky 
modulu IMAQ a Vision. 
 
 
6.1  Popis experimentů 
 
Trypanová modř  
 
Máme k dispozici buněčnou suspenzi (přibližná koncentrace od 1x105 do 2x105 
buněk na ml) a trypanovou modř. Smícháme 0,5 ml buněčné suspenze a 0,1 ml trypanové 
modře. Necháme na 5 minut za normální teploty. 
Nyní můžeme malé množství vzorku dát na laboratorní sklíčko a pozorovat ho pod 
mikroskopem. Na obrázku 13 je uveden příklad vyfotografovaného vzorku. 
 
 
Obr. 13: Příklad snímku vzorku získaného barvením trypanovou modří 
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Calcein 
 
 Připravíme 2 vzorky s různými koncentracemi Calceinu a suspenze: 1:200 a 1:500. 
Pro první vzorek smícháme 2,5 ml Calceinu a 500 ml buněčné suspenze (koncentrace 1 ku 
200), pro vzorek smícháme 2 ml Calceinu a 1000 ml buněčné suspenze (koncentrace 1 ku 
500). Necháme na 20 minut za normální teploty za tmy. 
 Dáme vzorky na laboratorní sklíčko a pozorujeme je pod fluorescenčním 
mikroskopem. Zjistilo se, že pro následující vyhodnocení snímku je lepší používat vzorek 
2, protože při menším množství buněčné suspenze dochází k chybnému označení buněk – 
mrtvé buňky svítí zeleně nebo naopak některé živé buňky nesvítí. Pro srovnání viz obrázky 
14 a 15. 
 
 
Obr.  14: Příklad snímku vzorku získaného barvením Calceinem: bez fluorescence (vlevo), 
s flourescencí (vpravo), koncentrace 1:200 
 
 
Obr.  15: Příklad snímku vzorku získaného barvením Calceinem: bez fluorescence (vlevo), 
s flourescencí (vpravo), koncentrace 1:500 
 
 Na obrázkách vpravo můžeme vidět jasně zeleně floureskující živé buňky.  
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LIVE⁄DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit od Invitrogenu  
 
 Metoda spočívá v dvoubarevném zvýraznění, založeném na simultánním zjištění 
živých a mrtvých buněk pomocí dvou sond. Smícháme 2 ml Calceinu, 4 ml Eth-1 a 500 ml 
buněčné suspenze. Necháme na 30 minut za normální teploty za tmy. 
Nefluorescenční Calcein AM, pronikající dovnitř buněk, se mění na intenzivně 
fluorescenční Calcein. Calcein se dobře udržuje uvnitř živých buněk, kde vytváří 
intenzivní rovnoměrnou zelenou flourescenci. Ethidium homodimer-1 proniká do buněk 
s poškozenými membránami, váže se do nukleových kyselin, přitom probíhá zvýšování 
flourescence a vytváří výraznou červenou flourescenci v mrtvých buňkách (viz. obr. 16). 
 
 
Obr.  16: Příklad snímku vzorku získaného barvením pomocí Kitu 
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6.2  Realizace úlohy v programovacím prostředí LabVIEW 
 
 Měrení viability buněk je realizováno takovým způsobem, že po získání obrazů se 
provede jejich zpracování v programu a vypočítá se množství živých a mrtvých buněk. 
Jako vhodné měřící metody zvolíme metodu pomocí barvení Calceinem a metodu 
dvoubarevného zvýraznění pomocí Kitu od Invitrogenu. 
Program je vytvořen v grafickém programovacím prostředí LabVIEW, kde k 
realizaci jsou využity hlavně programovací bloky modulu IMAQ a Vision, které jsou 
přímo určeny pro práci s obrazy. Program je realizován pro měření viability ze snímků 
uložených v paměti počítače. Dále požadujeme, aby byl obraz patřičně upraven pro co 
nejjednodušší a nejpřesnější měření. Pro zpracování obrazů se používají metody popsané v  
kapitole 5. 
Výhodou použití prostředí LabVIEW je, že nemusíme používat žádný měřící 
hardware a tedy měření můžeme kdykoli provést, pouze v závislosti na dostatku 
nasnímaných obrazů. Prostředí LabVIEW je také označované jako G - grafický jazyk, je 
vhodné pro programování systémů, měření a analýzu signálu, řízení a vizualizaci 
technologických procesů různé složitosti. 
Nový projekt v LabVIEW se značí jako virtuální přístroj VI (virtual instrument).  
Každý VI se skládá se dvou oken, což je čelní panel (front panel) a blokový diagram 
(block diagram), ve kterém se tvoří zdrojový kód pro VI. Čelní panel tvoří uživatelské 
rozhraní a určuje vzhled aplikace. Z čelního panelu se poté řídí celý běh programu pomocí 
ovládacích prvků. V blokovém diagramu se tvoří vlastní algoritmus programu. Jednotlivé 
funkce jsouk dispozici jako bloky, tyto bloky jsou provázány s ovládacími prvky v čelním 
panelu. 
Pro lepší porozumění prováděných operací vytvoříme blokové schéma měření (viz. 
obr. 17). 
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Obr.  17: Blokové schéma měření pomocí Calceinu 
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6.2.1 Popis blokového schématu 
 
Načtení obrazu 
 
Měřící systém je realizován pro práci se záznamem, proto nejprve musíme načíst 
data z paměti počítače. Toto načtení je realizováno tak, že po spuštění programu na 
hlavním panelu se objeví dialogové okno, ve kterém zvolíme cestu k uloženému záznamu a 
načteme.  
Bloky pro načtení záznamu z pamětí počítače jsou znázorněny na obrázku 18. 
 
Obr.  18: Načtení záznamu z pamětí počítače 
 
 
Korekce jasu a kontrastu 
 
 V následujícím kroce musíme upravit načtený obraz do vhodné podoby pro co 
možná nejlepší výsledek měření. Blok IMAQ ColorBCGLookup nám dává možnost měnit 
hodnoty jasu a kontrastu a také koeficient gamma korekce pro červenou, modrou, zelenou 
roviny obrazu. Také současně můžeme pozorovat výsledek provedených změn v okně 
Korekce jasu a kontrastu na hlavnín panelu. Na obrázku 19 je příklad volby hodnot jasu, 
kontrastu a koeficientu gamma korekce. 
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Obr. 19: Volba hodnot jasu, kontrastu a koeficientu gamma korekce u bloku  
IMAQ ColorBCGLookup. 
 
 
Důležité je před začátkem měření zvolit RGB (U32) (R – Red, G – Green, B - 
Blue), ve volbě Image Type na hlavním panelu, tím zaručujete shodu ve formátu 
zdrojového a cílového souboru (viz. obr. 20). 
 
 
Obr.  20: Nastavení formátu souboru pro úpravu kontrastu  
 
  
Programová realizace bloku úpravy kontrastu a jasu je ukázána na obrázku 21. 
Příklad využití této funkce na snímku je znázorněn na obrázku 22. Je vidět, že upravený 
obrázek má lepší rozlišení a větší kontrast mezi buňkami a pozadím. 
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Obr.  21: Blok pro úpravu kontrastu a jasu 
 
 
  
Obr.  22: Příklad použití úpravy kontrastu a jasu: původní (vlevo) a  
upravený (vpravo) obrázky 
 
 
 Dál se pracuje jenom s upraveným obrazem vyšlým z tohoto bloku. 
 
 
 
 
38 
 
Zpracování obrazu 
 
Nyní přecházíme k části samotného zpracování obrazu. Zde dochází k upravení a  
nastavení obrazu do takové podoby, aby se měření provedlo co nejpřesnější. Použité 
metody obrazového zpracování byly teoretický popsány v kapitole 5. Nyní se podíváme na 
praktické použití těchto metod. 
Vstupním obrazem nám slouží upravený blokem IMAQ ColorBCGLookup snímek  
(viz. obrázek 22). Tento obraz je ve formátu RGB, ale pro funkce použité pro zpracování  
požadujeme, aby vstupní obraz byl šedotónový. Tedy nejprve převedeme vstupní obraz na 
šedotónový, po tomto převodu již můžeme aplikovat funkce pro zpracování obrazu. 
Převedení vstupního obrazu na šedotónový je v programu realizováno pomocí 
bloku IMAQ Cast Image, funkcí kterého je převedení formátu vstupního obrazu do typu 
formátu zvoleného na vývodu Image Type, musíme tedy zvolit Grayscale (U8). Ukázka 
bloku převedení na šedotónový obraz je na obrázku 23, další obrázek nám ukazuje 
výsledek této operace. 
 
Obr.  23: Převedení vstupního obrazu na šedotónový 
 
 
Obr.  24: Příklad převedení vstupního obrazu na šedotónový 
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Nastavení prahu 
 
Funkci prahování lze použít jako metodu předzpracování obrazu, prahují se jasové 
či barevné složky pixelů obrazu. Prahování (anglicky thresholding) je funkce, která obecně 
upravuje hodnoty vstupu podle předpisu: 
      
        
        
   
kde:  
c je vstupní hodnota jasu nebo barvy, 
f(c) je výsledná hodnota, 
práh je prahovací hodnota, 
A a B jsou nové hodnoty pro vstupní hodnotu c pod a nad prahem. 
 
Pro nastavení práhu je použit blok IMAQ Threshold. Úloha je realizována tak, že 
můžeme v reálném čase měnit hodnotu práhu a pozorovat výsledek provedených změn 
v okně Zpracovani obrazu. Jak tato funkce vypadá na čelním panelu programu je ukázáno 
na obrázku 25.  
 
 
Obr.  25: Nastavení práhu 
 
 
Nastavení práhu se provádí pomocí připojení klastru ze dvou elementů k vývodu 
Range. Programová realizace nastavení práhu je znázorněna na obrázku 26. Na dalším 
obrázku je ukázán výsledek této operace. 
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Obr.  26: Programová realizace bloku prahování 
 
 
 
 
Obr.  27: Příklad využití prahování 
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Morfologické operace 
 
Nejprve použijeme na obraz funkci, která nám umožní odrušit malé objekty v 
obraze, v programovém prostředí se tato funkce jmenuje IMAQ RemoveParticle 
(odstranění částic). Z hlediska morfologických operací se jedná o erozi obrazu. Aplikuje se 
matice 3 x 3, stupeň erozí můžeme volit. Realizace této funkce v programu je znázorněna 
na obrázku 28. 
 
 
Obr.  28: Programová realizace eliminace malých částic 
 
Výsledný obraz je zobrazen na obrázku 29. Na výsledném obraze je vidět, že se 
malé objekty odrušili, zůstali pouze relativně velké části a části, které se dotýkají hranic 
snímku. 
 
Obr.  29: Příklad využití funkce odstranění malých objektů  
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Po odrušení malých částic aplikujeme funkci, která umožní propojení částí uvnitř 
objektu a tím vyplnění děr. Z hlediska morfologických operací se jedná o dilataci obrazu.  
Tato funkce je realizována pomocí bloku IMAQ FillHole, který vyplní děry nalezené 
v objektu objektu pixely s hodnotou jedna. Část programu realizující tuto funkci je 
znázorněna na obrázku 30.  
 
 
Obr.  30: Programová realizace zaplnění objektů 
 
 
 
Dilatace způsobí, že malé a sousední objekty, které se nedotýkají, se propojí. 
Aplikací této funkce se objekt spojí a vytvoří celistvou plochu. Na obrázku 31 je znázorněn 
princip dilatace na příkladu zobrazení jedné buňky.  
 
 
Obr.  31: Příklad využití funkce vyplnění děr v objektu 
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 Nyní musíme se zbavit nežádoucích objeků, které se dotýkájí hranice obrazu. K 
jejich eliminaci použijeme blok IMAQ RejectBorder. Tato funkce při aplikaci na obraz 
odstraní objekty, které se dotýkají hranice obrazu. Obrázek 32 znázorňuje realizaci tohoto 
bloku v programu. Na obrázku 33 je uveden příklad aplikace této funkce.  
 
 
Obr.  32: Programová realizace eliminace částic dotýkajících se okraje obrazu 
 
 
 
Obr.  33: Příklad využití funkce odstranění částic dotýkajících se hranice obrazu 
 
 
Pro všechny morfologické operace na hlavním panelu programu jsou umístěny 
zaškrtávací tlačítka, stisknutím kterých se spustí každá z těchto funkcí.  
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 Počítání částic 
 
Ted’ přecházíme k tomu, že po všech provedených operacích zpracování program 
musí spočítat množství zbylých částic. Pro tuto funkci používáme blok IMAQ Particle 
Analysis, jedním z vývodů kterého je Number of Particles (Počet částic). Na obrázku 34 je 
ukázán tento blok. 
 
Obr.  34: Blok počítání částic 
 
 Na čelním panelu programu je okno, ve kterém se zobrazí výsledek této operace. 
 
 
 Jak bylo ukázáno na blokovém schématu měření (viz. obr. 17), takový postup  
použijeme pro detekci živých buněk. Počet mrtvých buněk odvodíme odečtením počtu 
živých buněk od celkového počtu nalezených buněk v obraze.  
Pro detekci celkového počtu buněk použijeme hranovou detekci, a to zejména  
Cannyho hranový detektor. V programu je realizován funkcí IMAQ CannyEdgeDetection, 
jak je znázorněno na obrázku 35.  
 
Obr.  35: Blok detekce hran 
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V programu můžeme u tohoto detektoru nastavovat parametry, jak je naznačeno na 
obrázku 36.  
 
 
Obr.  36: Nastavení parametrů Cannyho detektoru 
 
Protože při Cannyho hranové detekci dochází ke konvoluci mezi Gaussovým 
filtrem a obrazem, musíme jako první parametr nastavit hodnotu Gaussova filtru sigma, 
dále velikost tohoto filtru, což nám udává hodnota window size, tato hodnota musí být  
lichá. Dále se ještě nastavují hodnoty prahů HThresh a LThresh. HThresh udává horní 
procentuální hodnotu pixelu v obraze a jeho hodnota se muže volit v rozmezí 0 až 1. 
LThresh je hodnota, která je násobena hodnotou HThresh a udává nejnižší hodnotu pro 
všechny pixely. Výsledný obraz po aplikaci Cannyho hranového detektoru je zobrazen na 
obrázku 37. 
 
       
Obr.  37: Výsledek hranové detekce 
 
 
Po aplikaci hranové detekce je výsledný obraz v binární podobně a je reprezentován 
hranami. Na takto upravený obraz dále se aplikují morfologické operace. Jinak další postup 
zpracování obrazu je podoben tomu, co je popsáno výš. Po tomto zpracování dostaneme 
hodnotu celkového počtu buněk, od něhož odečteme už získanou hodnotu počtu živých 
buněk, a tím získáme počet mrtvých buněk. 
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 Při zpracování obrázku získaného metodou měření pomocí Kitu od Invitrogenu 
musíme nejprve rozdělit ho na 2 barevných spektra a dál zpracovávat každou část zvlášť. 
Zpracováním zelené složky dostaneme hodnotu počtu živých buněk, zpracováním červené 
složky dostaneme hodnotu počtu mrtvých buněk. Blokové schéma tohoto měření je 
ukázáno na obrázku 38. 
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Obr.  38: Blokové schéma měření pomocí Kitu 
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 V programu rozdělení obrázku na barevná spektra je realizováno pomocí bloku 
IMAQ ExtractColorPlanes, na výstupu kterého můžeme mít extrahovanou červenou, 
zelenou a modrou složky spektra, v našem případě potřebujeme červenou a zelenou složky. 
Realizace bloku rozdělení spektra je ukázána na obrázku 39. Dál zpracování a 
vyhodnocení obrazu je podobné postupu, který je popsán výš. 
 
Obr.  39: Programová realizace rozdělení spektra 
 
 
6.3  Uživatelské rozhraní 
 
Uživatelské rozhraní představuje čelní panel programu. Čelní panel se skládá z 
jednotlivých oken pro zobrazení obrazu v různé fázi běhu programu, ovládacích prvků ke 
spuštění jednotlivých funkcí a nastavení zpracováni obrazu. Celý čelní panel programu je 
představen na obrázku 41. 
Při spuštění programu se objeví dialogové okno, ve kterém nastavíme cestu k 
uloženému záznamu. Vybraný obrázek se zobrazí v okně Puvodni obrazek. Dále 
k vybranému obrazu lze aplikovat funkci pro úpravu kontrasu a jasu pro dosažení lepšího 
rozlišení, můžeme tedy měnit hodnoty jasu, kontrasu a koeficient gamma korekce (viz. obr. 
19).  Výsledek těchto prováděných  změn můžeme vidět v okně Korekce jasu a kontrastu.  
 Dále následují funkce zpracování obrazu. Na panelu jsou ovládací prvky pro 
nastavení práhu, spuštění eroze, dilatace obrazu, odstranění částic dotýkajících se hranic 
obrazu,  hranové detekce, nastavení stupně eroze. Změna těchto ovládacích prvků se ihned 
projevuje na panelu v okně Zpracovani obrazu. Ovládací prvky pro zpracování obrazu jsou 
ukázány na obrázku 40. 
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 Výsledkem je vypočítání počtu živých a mrtvých buněk na obrázku, což je ukázáno 
na čelním panelu v oknech Pocet zivych bunek a Pocet mrtvych bunek. 
 
 
Obr.  40: Ovládací prvky na čelním panelu programu 
 
 
 
 
Obr.  41: Čelní panel programu 
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Závěr 
 
Cílem této diplomové práce bylo prostudovat různé metody a přístrojové  systémy  
pro měření viability buněk a realizovat v programovacím prostředí  LabVIEW systém pro 
optické vyhodnocení viability buněk pod mikroskopem s možností roztřídění buněk v 
obraze. Práce obsahuje stručný úvod do teorie viability buněk, jsou popsány metody  jejího 
měření. Uvedla jsem také popis metod obrazového zpracování. 
Pro získání vhodných snímků pro zpracování v programu bylo provedeno několik 
experimentů na srdečních buňkách. Byly použity tři metody měření, a to barvení 
trypanovou modří, Calceinem a pomocí dvoubarevného zvýraznění Viability/Cytotoxicity  
Kitem  od  Invitrogenu. Hlavní výhodou metody barvení trypanovou modří je absence 
nutnosti využití fluorescence a tedy přepínání filtrů, také je to rychlejší metoda. Metody 
využívající Calcein a Kit jsou náročnější, neboť využívají fluorescenci a je nutnost 
přepínání filtrů, čas během kterého se promíchávaly vzorky byl také delší. Při zpracování 
snímků získaných metodou barvením Calceinem je nutno použit hranovou detekci, což je 
taky časově náročnější operace.  
Hlavním cílem diplomové práce byla realizace programu pro vyhodnocení viability 
buněk. Program je realizován v grafickém programovacím prostředí LabVIEW, kde 
využíváme hlavně funkce modulu IMAQ a Vision. Program je realizován pro měření 
viability ze snímků uložených v paměti počítače. Pro korekci kvality vstupního obrazu byl 
použit blok korekce kontrastu a jasu. Pro zpracování obrazu jsou použity morfologické 
operace (eroze, dilatace), hranová detekce, po aplikaci těchto metod se odstaňují nežádoucí 
částice dotýkající se hranic obrazu. Parametry těchto operací si uživatel může měnit v 
programu dle vlastního uvážení pomocí ovládácích prvků. 
Navržené programové vybavení může být použito pro další experimenty a analýzu. 
Část zadání, a to hlavně dolaďování programu pro komunikaci s kamerou, nebyla 
splněna kvůli náročnosti projektu, program byl hlavně testován na modelových datech. 
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